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Resumen

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto contagiosa causante de méas de 1.3 millones
de decesos anuales mundialmente. Ultimamente, se ha evidenciado un incremento de cepas
resistentes a antibioticos, catalogadas como multidrogo resistente (MDR) y extremadamente
resistente (XDR), amenazando las metas mundiales para el control de esta patologia. En
Sudameérica, Peru presenta el mayor indice de tuberculosis MDR y XDR, y es el segundo
pais con mayor incidencia de tuberculosis en la region. La implementacion de herramientas
moleculares ha acelerado el diagnéstico de esta enfermedad, identificando casos resistentes
a farmacos en menor tiempo en comparacion de ensayos tradicionales basados en cultivos.
El secuenciamiento de genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) es una herramienta
de ultima generacion que permite el analisis del genoma de TB, permitiendo predecir la
resistencia a drogas de primeray segunda linea, e identificar linajes de TB, los cuales pueden
presentar diferentes caracteristicas de transmisibilidad, resistencia a drogas, eficacia de
vacunas, etc. A pesar del grave problema de salud pablica que representa la TB, los estudios
de caracteristicas genéticas y perfil de resistencia a farmacos en Per(, son limitados.

En el presente estudio se emple6 WGS para analizar y describir la diversidad genética, los
patrones de resistencia a drogas de primera linea en cepas de M. tuberculosis, provenientes
de pacientes atendidos en cinco centros de salud del distrito de San Juan de Lurigancho,
durante el periodo 2013 — 2021. Se identificd a estreptomicina e isoniacida como las drogas
con mayor frecuencia de resistencia fenotipica. Se registr6 una mayor prevalencia del linaje
4 a comparacion del linaje 2, siendo el sublinaje 4.1.2.1 el mas prevalente, presentandose en
28.4% de las muestras. La mayoria de mutaciones genéticas se asoaciaron a resistencias;
evidenciandose una alta concordancia entre la resistencia fenotipica y la prediccion de
resistencia gendmica determinados por el WGS.

Palabras clave: Tuberculosis, WGS, Gendmica, Bioinformatica



ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease causing over 1.3 million deaths annually worldwide. In
recent years, an increase in clinical strains resistant to antibiotics, specifically those classified
as multidrug-resistant (MDR) and extensively drug-resistant (XDR), has been observed,
threatening the global goals set to control this pathology. In South America, Peru has the
highest incidence of MDR and XDR tuberculosis and is the second country with the highest

tuberculosis incidence in the region.

The implementation of molecular tools has accelerated the diagnosis of this disease, enabling
the identification of drug-resistant cases in a shorter time compared to traditional culture-
based assays. Whole genome sequencing, a next generation tool, analyze TB genome,
predicting first and second line TB drugs resistance; it also identifies TB lineages, which can
present different patterns on transmissibility, drug resistance, vaccine efficacy, etc. Despite
the serious public health problem that tuberculosis represents, studies focused on genetic

characteristics and drug resistance profiles in tuberculosis in Peru are limited.

In this study, whole-genome sequencing (WGS) was employed as a tool to analyze and
describe the genetic diversity, patterns of resistance to first-line drugs in M. tuberculosis
isolates from patients treated at five health centers in the San Juan de Lurigancho district
during the period 2013-2021. Streptomycin and isoniazid were identified as the drugs with
the highest frequency of phenotypic resistance. A higher prevalence of Lineage 4 was
recorded compared to Lineage 2, with sub-lineage 4.1.2.1 being the most prevalent, present
in 28.4% of the samples. Most observed genetic mutations were associated with resistance,
showing a high concordance between phenotypic resistance results and genomic predicted
resistance results determined by WGS.

Keywords: Tuberculosis, WGS, genomics, Bioinformatic



l. Introduccion

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa ocasionada por bacterias
pertenecientes al Complejo Mycobacterium tuberculosis, se considera como una de las
enfermedades mas antiguas en la historia de la humanidad, emergiendo como un patégeno
humano en Africa hace aproximadamente 70,000 afios (1). Anualmente, a nivel mundial se
contagian de tuberculosis 10 millones de personas y fallecen 1.3 millones de personas. Segun
el Centro para el control y la prevencion de enfermedades de Estados Unidos (CDC),
diariamente, a nivel mundial, fallecen 3500 personas por tuberculosis (2). de este modo la
TB se erige como una de las enfermedades de gran importancia y mayor preocupacion en
salud publica (3). El control y eliminacion de esta enfermedad se ven desafiados por su alta
transmisibilidad y a la aparicion de cepas clinicas resistentes a multiples farmacos utilizados
en el tratamiento antituberculoso (4). Las variantes resistentes a drogas se clasifican como
multidrogo resistentes (MDR) si presentan resistencia, al menos, a rifampicina e isoniacida.
Anteriormente, una cepa era considerada como XDR si presentaba resistencia a rifampicina,
isoniacida, fluoroquinolonas y por lo menos a un inyectable de drogas de segunda linea (5).
En 2021, la OMS actualizo las definiciones de tuberculosis extremadamente resistente
(XDR) e introdujo la definicion “Pre-XDR”. Segun esta nueva definicion, Pre-XDR se refiere
a casos que cumplen con la definicion de MDR o Resistente a rifampicina (RR) y que también
es resistente a cualquier fluoroquinolona. La definicion actualizada de XDR establece que se
trata de casos MDR o RR, que también son resistentes a cualquier fluoroquinolonay al menos
una droga del grupo A (Levofloxacina, moxifloxacino, bedaquilina o linezolid) (6). La TB
RR, MDR, Pre-XDR y XDR son reconocidas formalmente como emergencias de salud
publica a nivel mundial (7,8), afectando principalmente a personas en paises en vias de
desarrollo. La epidemiologia, ocurrenciay persistencia de la TB esta ligada a varios factores:

clinicos, geogréaficos, demogréaficos, sociales y al estado del desarrollo del pais (9).

En Sudamérica, el Peru se sitia como el segundo pais con mayor incidencia de tuberculosis
y el primero con mas casos de tuberculosis MDR y XDR (3,10-12). Segun el reporte global
de tuberculosis del 2023, publicado por la OMS, Peru se encuentra entre los 30 paises con

mayor carga de tuberculosis MDR o RR (12). (Figura 1)



The three global lists of high-burden countries for TB, HIV-associated TB and MDR/RR-TB to be
used by WHO in the period 2021-2025, and their areas of overlap
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Figura 1. Lista de los paises con mayor carga de tuberculosis, tuberculosis asociada a
VIH y MDR/RR. Fuente: Reporte Mundial de Tuberculosis 2023, OMS.

La incidencia de tuberculosis en Peru es alta, en 2023 la incidencia de tuberculosis en el pais
fue de 92.8 casos por 100,000 habitantes, reportandose 32,759 casos de TB y 1,290 casos de
TB MDR/RR. Del total de casos de tuberculosis, los hombres representaron el 64.6% de los
casos. Asi mismo, el grupo etario de 20 a 60 afios, fue el grupo con mayor incidencia de TB
(13). Estd marcada diferencia donde el género masculino y los grupos etarios
econdémicamente activo presentan mayor cantidad de casos de TB, se ha observado también

a nivel global (12).

La implementacion del tratamiento con supervision directa, 0 DOTS, por su siglas en inglés,
en 1991 generd una marcada disminucién en la incidencia de tuberculosis en el pais (14,15).
Aunque esfuerzos internacionales han contribuido a la reduccion de la incidencia y
mortalidad a nivel mundial (3,9), brechas como el bajo numero de casos MDR
diagnosticados y el riesgo de desarrollar TB MDR y XDR en pacientes previamente tratados,
siguen obstaculizando el logro de las metas mundiales y nacionales (11,16,17). A estos
factores se suma la aparicion de nuevas enfermedades como la pandemia de COVID-19 que

comenzd a finales de 2019. Esta pandemia ha impactado significativamente la deteccién y



notificacion de casos de tuberculosis a nivel global, regional y nacional. Se evidenci6é una

reduccion del 18% en la notificacién de nuevos casos de tuberculosis a nivel global entre
2019 y 2020, seguida de un aumento a partir del 2022 (Figura 2) (12).
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Figura 2. Tendencia en el caso de notificacion de nuevos casos de tuberculosis

detectados con TB en el mundo y Las Américas. Fuente: Reporte Mundial de
Tuberculosis 2023, OMS.

En Pert, Lima Metropolitana registra la mayor tasa de TB y MDR-TB a nivel nacional. En
2017, la tasa de incidencia de TB en Peru fue de 116 casos por 100mil habitantes. (18,19).

San Juan de Lurigancho (SJL) es el distrito méas poblado de Lima Metropolitana, albergando
en el afo 2022 a 1,225,092 habitantes (20,21). La incidencia de tuberculosis en SJL es alta,

presentando 100 casos por 100mil habitantes (19). En 2017 registré 1800 nuevos casos de

tuberculosis pulmonar frotis positivo (TFP), de los cuales 100 presentaron coinfeccion
TB/VIH (22). En 2018, se identificaron 1632 casos de TFP, 228 casos de TB MDR y 7 casos

de TBXDR (23). La tuberculosis es un problema con impacto sanitario a nivel de comunidad,



priorizado en SJL debido a la alta incidencia de la enfermedad en el distrito. Durante el
periodo 2014-2016, la tuberculosis se encontrd entre las primeras 5 causas especificas de
mortalidad en poblaciones adolescente, adulto joven y joven de SJL (19). Factores como la
pobreza, malnutricién y el hacinamiento han favorecido la masiva transmision de esta
enfermedad en este distrito (24,25). A pesar de esta grave situacion de salud publica, hay
escasos estudios que aborden las caracteristicas genéticas de las cepas de tuberculosis y el

perfil de resistencia a drogas presente en el distrito.

La necesidad de herramientas de diagnostico rapido y confiables, ha encontrado una
respuesta en el desarrollo de técnicas moleculares, como el sistema GeneXpert MTB/RIF
Ultra o el sistema Truenat MTB Plus, capaces de detectar la presencia de M. tuberculosis y
resistencia a rifampicina en menos de 2 horas (26,27), Estas innovaciones superan las
limitaciones de las pruebas micobacterioldgicas convencionales, agilizando el tratamiento y

manejo de la enfermedad (28).

El secuenciamiento de genoma completo ha revolucionado el campo de la microbiologia
clinica, permitiendo una amplia gama de analisis a nivel genémico (29), como la
identificacion de genes, sus funciones y su implicacion en enfermedades, determinacién de
perfiles de resistencia a drogas, etc. (30,31). Actualmente, en el &rea de investigacion en TB,
el secuenciamiento de genoma completo brinda informacidn valiosa utilizada para el analisis
de vias metabdlicas, mejora de diagndsticos, epidemiologia de transmision de esta
enfermedad, estudio de brotes, analisis de diversidad genética y prediccion de resistencia a
drogas (32,33). El estudio de Wu y colaboradores, demostré que el secuenciamiento de
genoma completo es una herramienta prometedora para la prediccion de resistencias a drogas
en M. tuberculosis. En este estudio se observd que la sensibilidad y especificidad para el
secuenciamiento de genoma completo fue de 94.5% y 92.0% para isoniacida, 97.1% y
100.0% para rifampicina, 97.6% y 64.4% para etambutol, 97.1% y 95.8% para
estreptomicina, 93.0% y 98.9% para ofloxacino y 75.0% y 100.0% para amikacina
respectivamente, en comparacion a ensayos fenotipicos. La mutacion de genes especificos se
relaciond a la resistencia de drogas antituberculosas isoniacida (genes katG, ahpC, fabG1,
inhA), rifampicina (rpoB y rpoC), etambutol (embA y embB), estreptomicina (gid, rpsL y
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rrs), ofloxacina (gyrA y gyrB) y amikacina (rrs) (34). Otro estudio similar realizado en Peru
por Puyén y colaboradores, demostr6 que el WGS presenta una alta concordancia,
sensibilidad y especificidad con los resultados obtenidos a través del sistema BACTEC
MGIT 960, o la prueba de sensibilidad fenotipica para drogas de primera y segunda linea
(35).

El uso de la técnica WGS, ha permitido estudiar la diversidad genética de M. tuberculosis.
El complejo Mycobacterium tuberculosis presenta siete linajes adaptados a generar infeccion
en humanos. Los linajes son diferenciados en base a polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP, por sus siglas en inglés) y polimorfismos en regiones de diferencias. Cada linaje
presenta diferentes caracteristicas evolucionarias, transmisibilidad, resistencia a drogas,
latencia y efectividad de vacunas; asi mismo, se ha observado que los linajes se distribuyen

geogréficamente (Figura 3) (36,37).
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Diversas investigaciones en Ameérica latina, encontraron que el linaje Euro-Americano 4 es
dominante en Sudamerica. En el Peru, distintos estudios de diversidad genética, indican la
presencia de cepas con genotipo LAM (20-23.8%), Harleem (22.3-33.73%), Beijing (9.22-
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9.3%), Grupo T (23.8-24.88%) y Clado X (0.71%) (32,38). El linaje 2 lleg6 a Per0 a través
de migraciones desde China, alrededor de los afios 18840 a 1906, periodo en el cual llegaron

a Peru alrededor de 100,000 trabajadores provenientes de China, a laborar en latifundios, vias

ferras e islas guaneras.(39,40)

El presente estudio utilizo la técnica de WGS como herramienta para describir la diversidad

genética y patrones de resistencia a drogas de primera linea, en cepas de M. tuberculosis

pertenecientes a pacientes atendidos en cinco centros de salud del distrito de San Juan de

Lurigancho durante el periodo 2013 — 2021.

Il.  Hipotesis o Pregunta de Investigacion y Objetivos

2.1Pregunta de Investigacion

¢Cual es la diversidad genética y perfil de resistencia de 88 cepas de M.

tuberculosis pertenecientes a cinco centros de salud del distrito de San Juan de
Lurigancho, en el periodo 2013-20217?

2.20bjetivos

General

Caracterizar la diversidad genética y el perfil de resistencia de 88 aislados
de M. tuberculosis provenientes de cinco centros de salud del distrito mas
poblado de Lima, San Juan de Lurigancho, en el periodo 2013-2021.

Especificos

Determinar los patrones fenotipicos de resistencias a drogas antituberculosas
en 88 aislados de M. tuberculosis provenientes a cinco centros de salud del
distrito de San Juan de Lurigancho, durante el periodo 2013-2021.
Determinar los linajes genéticos de los 88 genomas M. tuberculosis.
Predecir el mecanismo genético de resistencia a drogas de primera linea de

estos 88 aislados a partir de su genoma completo.



o Determinar la concordancia para la determinacion de la resistencia a drogas
de primera linea, entre la prueba de susceptibilidad fenotipica y el

secuenciamiento de genoma completo.

I11. Materiales y métodos

Los 88 aislados de M. tuberculosis seleccionados para este estudio provienen de participantes

enrolados en estudios observacionales realizados en cinco centros de salud ubicados en el

distrito de San Juan de Lurigancho (Lima, Peru) durante los afios 2013 a 2021. Los centros

de salud son Huascar Il, Huascar XV, José Carlos Mariategui, Juan Pablo 11 y La Libertad

(Figura 4).

A continuacion, se explicara los métodos de seleccidn, criterios de inclusion y exclusion de

los estudios y centros de salud.

3.1.

Seleccidn de estudios observacionales

Los estudios observacionales seleccionados se realizaron durante los afios 2013 a

2021, en la Unidad de Investigacién en Tuberculosis del Instituto de Medicina

Tropical “Alexander von Humboldt” de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Los criterios de inclusion y exclusidén se mencionan a continuacion:

Criterios de inclusién

Estudios realizados en el distrito San Juan de Lurigancho

Estudios que cuenten con aislados crio preservados de M. tuberculosis

Estudios que cuenten con resultados completos de pruebas de laboratorio
Baciloscopia Auramina, Cultivo sélido Lowenstein-Jensen y/o Liquido MGIT y
Prueba de susceptibilidad a drogas de primera linea (Estreptomicina, Isoniacida,
Rifampicina y Etambutol)

Estudio que enrole participantes con sintomas de tuberculosis (Tos persistente por

al menos 2 semanas)



Criterios de exclusion
e Estudios que no permitan el uso de aislados de M. tuberculosis en estudios
futuros.

e Ensayos Clinicos.

En base a los criterios de Inclusion y Exclusion, se eligieron los estudios. Cabe indicar
que esta seleccidn de estudios se realizo en dos periodos. La primera seleccion toma en
cuenta estudios realizados desde el afio 2013 al afio 2017, y la segunda seleccion afiadid

estudios realizados desde el afio 2018 al 2021.

Los siguientes estudios corresponden al periodo 2013-2017:

1) Banco de muestras de tuberculosis drogo-resistente. Coleccion, Almacenamiento y
distribucion. Sponsor: FIND.
SIDISI 63273
Afio de desarrollo del estudio: 2013 al 2016

El propdsito de este estudio fue colectar y almacenar muestras clinicas de referencias
bien caracterizadas, provenientes de individuos adultos con tuberculosis drogo-
resistente, con el fin de acelerar el desarrollo de nuevas técnicas de susceptibilidad a
drogas. En este estudio se incluyeron: sospechosos de TB nuevo con resistencia a
rifampicina detectaba por GeneXpert MTB/RIF, casos de recaida de TB, casos de
retratamiento luego de fracaso de tratamiento, fracaso de régimen de categoria | o 11,

casos de contacto de TB-MDR que han sido diagnosticados con TB.

2) Banco de Muestras de Tuberculosis IV: Coleccidn, Almacenamiento y Distribucion.
Sponsor: FIND.
SIDISI 66172.
Afio de desarrollo del estudio: 2016 al 2019
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3)

El propdsito de este estudio fue colectar y almacenar muestras clinicas de referencias
bien caracterizadas, provenientes de individuos adultos con tuberculosis para estudios
futuros que permitan mejoras en el diagnostico de tuberculosis.

Para este estudio, se tomaron en cuenta, durante la primera seleccion de muestras, las

muestras colectadas desde el afio 2016 al 2017.

LAM ad-hoc Collection Protocol: Collection, Storage and distribution
Sponsor: FIND.

SIDISI: 100021

Afio de desarrollo del estudio: 2017

El propdsito de este estudio fue colectar y almacenar muestras clinicas de referencias
bien caracterizadas, provenientes de individuos adultos con tuberculosis, incluyendo
a personas que viven con VIH, para acelerar el desarrollo de diagnosticos basados en
LAM y biomarcadores de TB.

Los siguientes estudios corresponden al periodo 2018-2021:

4)

Para esta seleccion se consideraron las muestras colectadas del periodo 2018-2019
del estudio “Banco de Muestras de Tuberculosis IV: Coleccion, Almacenamiento y
Distribucion” SIDISI 66172.

Verificacion en campo de la presencia de Lipoarabinomanano Micobacterial (LAM)
— Coleccion, almacenamiento & distribucion.

Sponsor: FIND.

SIDISI: 200415

Afio de desarrollo del estudio: 2020 al 2021

El propdsito de este estudio fue colectar y almacenar muestras clinicas de referencias

bien caracterizadas, provenientes de individuos adultos con tuberculosis, incluyendo
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a personas que viven con VIH, para acelerar el desarrollo de diagnosticos basados en
LAM y biomarcadores de TB.

5) TB Reference Materials (TBRM) - Collection, Storage & Distribution.
Sponsor: FIND.
SIDISI: 102415
Afio de desarrollo del estudio: 2020 al 2021

El proposito de este estudio fue colectar y almacenar muestras clinicas de referencias
bien caracterizadas, provenientes de individuos adultos con tuberculosis para acelerar

el desarrollo de nuevos diagnosticos de TB en paises de alta carga de tuberculosis.

Es importante mencionar que los estudios seleccionados solicitaban que a todos los
participantes positivos a tuberculosis se les realizase la prueba de susceptibilidad
fenotipica BACTEC SIRE MGIT, el cual analiza la sensibilidad a las drogas de primera
linea estreptomicina, isoniacida, rifampicina y etambutol. La droga pirazinamida, a pesar
de ser un farmaco de primera linea, no fue realizado en los estudios de investigacion, por

lo que no podra ser evaluado en el presente proyecto.

Entre todos los estudios evaluados, se registraron 1780 aislados positivos para MTB, que

pertenecen al distrito San Juan de Lurigancho.

3.2. Seleccion de centros de salud

Para la seleccion de los centros de salud, se realizo los siguientes pasos:

1) Obtener el nUmero total de muestras positivas a tuberculosis del periodo 2013 al 2017,
tomando en cuenta solamente la poblacién de los estudios seleccionados.

2) Ordenar los centros de salud, de mayor a menor, en base a la cantidad de muestras

positivas a tuberculosis colectadas durante los afios 2013 al 2017.

12



3) Ordenar los centros de salud, de mayor a menor, en base a la cantidad de muestras
TB MDR, colectadas durante los afios 2013 al 2017.
4) Seleccionar los 03 primeros centros de salud que cumplan con las siguientes
caracteristicas:
a. Enrolamiento consecutivo durante el periodo 2013 al 2017
b. Presencia de casos TB MDR consecutivamente durante el periodo 2013 al
2017
Luego de seguir los pasos y los criterios de seleccion de los centros de salud, se logré

seleccionar los siguientes centros de salud:

e Huascar Il
e Huascar XV

e Juan Pablo Il

Sin embargo, durante la seleccion de estudios del periodo 2018-2021, los estudios que
cumplian los criterios de inclusion para el proyecto, ya no se encontraban enrolando en el
centro de salud Juan Pablo Il, por lo que solo se logré seleccionar muestras

correspondientes al periodo 2013-2017 en ese establecimiento de salud.

En reemplazo al centro de salud Juan Pablo 11, se incluy6 al centro de salud José Carlos
Mariategui, que se encontraba entre los primeros centros con mayor carga de TB 'y TB
MDR, y que ademaés se encuentra geograficamente cercano al centro de salud Juan Pablo
I1. Este centro de salud cuenta con enrolamientos constante durante el periodo 2013 al
2021.

Posteriormente se decidié expandir la cantidad de establecimiento a 05 centros de salud,
con la finalidad de abarcar mas area geografica en el distrito SJL, afiadiéndose al C.S La
Libertad, este centro de salud cumple con los criterios para inclusion de establecimientos

de salud. Sin embargo, por temas presupuestales solo se logré secuenciar 03 cepas.

Por lo que los centros de salud utilizados en el presente estudio son:
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e Huéscar Il

e Huéscar XV

e Juan Pablo Il

e José Carlos Mariategui
e LaLibertad

Luego de la seleccion de los centros de salud, entre los 5 establecimientos se
contabilizaron 531 aislados MTB positivos, esto representa el 29.6% del total de aislados

MTB positivos registrados en los 05 estudios seleccionados.

3.3. Seleccién de aislados de M. tuberculosis

Al igual que la seleccion de centros de salud, también se seleccionaron aislados

criopreservados de M. Tuberculosis.

Los aislados se seleccionaron siguiendo los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de Inclusion
e Aislados que tengan datos de Baciloscopia, Cultivo liquido MGIT o Solido
Lowenstein-Jensen y Prueba de susceptibilidad con resultados completos,

e Aislados que cuenten con cepas crio preservadas

Criterios de exclusion
e Aislados que tengan datos de Baciloscopia, Cultivo liqguido MGIT o Soélido
Lowenstein-Jensen y Prueba de susceptibilidad con resultados indeterminados,
inconclusos o que no hayan desarrollado.

e Aislados sin cepas crio preservadas
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Para la seleccidon de los codigos de los aislados se realizo los siguientes pasos:

1) Filtrar los aislados por Centro de Salud

2) Filtrar los aislados por afio de enrolamiento

3) Elegir al azar 10 cddigos por afio, intentado obtener 1 o 2 aislados pormesy 1a5 TB
MDR por afio.

4) Aproximadamente se eligen entre 30 codigos por centro de salud. Cabe indicar que
no se cuentan con selecciones todos los meses del afio.

5) La cantidad de aislados positivos para MTB en el periodo 2018 a 2021, fueron 35,
por lo que todos entraron a la seleccion.

Se selecciond 202 aislados positivos para MTB entre el periodo 2013-2021. Esta cantidad de

aislados representa el 38.04% de aislados positivos a tuberculosis colectados entre los 5
centros de salud seleccionados.
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Figura 4. Mapa del distrito San Juan de Lurigancho. La ubicacion de los centros de salud
en el distrito se muestra con estrellas, cada numero corresponde a un centro de salud. José
Carlos Mariategui (6), Juan Pablo Il (8), Huascar 1l (14), Huascar XV (16) y La Libertad
(27). Fuente: Unidad de Investigacion en Tuberculosis del IMTAVH.
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Las cepas seleccionadas fueron secuenciadas en el proyecto “Estudio gendomico de la
diversidad y transmision de cepas de M. tuberculosis en el distrito de mayor incidencia
de TB del Perti” que tiene SIDISI 103229, Proyecto Prociencia 011-2019. En ese estudio
se sembraron aislados criopreservados de M. tuberculosis en medio Léwenstein-Jensen.
Se extrajo ADN de las cepas de M. tuberculosis utilizando el kit de extraccion de ADN
GenJet de la marca Thermofisher. Se prepararon librerias utilizando el kit Nextera XT,

las cuales se secuenciaron en un equipo Miseq de marca Illumina

Los archivos de obtenidos del secuenciamiento fueron utilizados en el presente estudio
de tesis para los andlisis del estudio.

Para el proyecto de tesis se emplearon los siguientes datos:

e Epidemiologicos: Fecha de colecta de muestra, sexo, género, edad, centro de salud.

e Laboratorio: Baciloscopia, estado de VIH, Prueba de susceptibilidad fenotipica a
drogas de primera linea (Estreptomicina, Isoniacida, Rifampicina, Etambutol)
obtenido por el kit BACTEC SIRE MGIT.

Estos datos se encontraban registrados en las bases de datos de la Unidad de
Investigacion en Tuberculosis del IMTAVH.

3.4. Materiales

e Laptop i7 con Windows 10

e Repositorio online TB-profiler (https://tbdr.Ishtm.ac.uk/)

e Software FastQC v0.11.9
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)

e Software BWA

e Software BCF Tools

(http://samtools.github.io/bcftools/howtos/publications.html)
e Software Itol V6 (https://itol.embl.de/)

e Software MoldeText
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e Software RAXML

e Microsoft Excel

e STATA SE V16

e Informacion estadistica sobre el nimero casos de tuberculosis respiratoria en
centros de salud Huéscar XV, Huéscar 11, José Carlos Mariategui, La Libertad y
Juan Pablo Il del distrito San Juan de Lurigancho, en el periodo 2013 a 2021.
Entregado por la Oficina de transparencia y Anticorrupcién del MINSA.

3.5. Métodos

A continuacion, se indican los procedimientos realizados en el presente proyecto para

analizar las secuencias de genomas de M. tuberculosis obtenidas.

3.5.1. Analisis bioinformatico

Se evalud la calidad de las lecturas de extremos emparejados utilizando el
programa FastQC v0.11.9
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) usando  valores

predeterminados.

Para obtener la prediccién de linaje, sublinaje y resistencia a drogas de primera
linea, se ejecutd, mediante linea de comandos, TBProfiler
(https://github.com/jodyphelan/TBProfiler/) de forma predeterminada, esta
herramienta utiliza la herramienta Trimmomatic para recortar las lecturas de baja
calidad y adaptadores; también utiliza la herramienta BWA para alinear las
lecturas cortas con el genoma de referencia (M. tuberculosis H37Rv) y el programa
BCFtools  (http://samtools.github.io/bcftools/howtos/publications.html)  para
Ilamar a variantes de nucle6tidos en formato VCF (Variant Call Format, por sus
siglas en ingles), para predecir el linaje y las mutaciones asociadas con la
resistencia a los farmacos antituberculosos de la base de datos TBDB
(https://github.com/jodyphelan/tbdb).
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Los archivos VCF resultantes se utilizaron con BCFtools para construir un genoma

consenso a partir del genoma de referencia (H37Rv).

La anotacion genémica se llevé a cabo utilizando el programa bakta, seguida por
la generacion del archivo del core-genoma mediante Panaroo utilizando los

archivos gff3 (General Feature Format, por sus siglas en ingles).

La prediccion de resistencia a drogas de primera linea obtenido por TB-Profiler,
fue comparado contra los resultados de sensibilidad fenotipica a drogas de primera
linea, obtenidos en los estudios observacionales, utilizando el método BACTEC
SIRE MGIT.

3.5.2. Anadlisis filogenético

Para la creacion de arboles filogenéticos, se obtuvieron los Variant call format

(VCF), genes de resistencia, linaje y sublinaje utilizando el programa TB-Profiler.

Para la inferencia filogenética, se evaluaron varios modelos con el programa
Modeltest para seleccionar el mas iddneo, tras lo cual se empleé la herramienta
online Raxml para construir el &rbol filogenético con alta confiabilidad, utilizando
100 repeticiones para mejorar la precision y fiabilidad de la topologia del arbol.

Asi mismo se utilizd el programa Itol V6 (https://itol.embl.de/) para generar la
imagen del arbol filogenético acompafiado de las predicciones de resistencia a

drogas de primera linea.

3.6. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico, se utilizé el software STATA SE Version 16.
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Se hizo un analisis descriptivo de la poblacion, para aquellas variables categoricos, se
presenta frecuencias. Para las variables numéricas se presenta media y desviacion
estandar si la variable sigue una distribucion normal, 0 mediana y rango intercuartilico

si la variable no sigue una distribucién normal.

Se utilizé un andlisis bivariado de Kappa para analizar la concordancia de los resultados
de prediccion de resistencia a drogas de primera linea, obtenidos por el
secuenciamiento de genoma completo, y la susceptibilidad a drogas de primera linea,
obtenidos por el método BACTEC SIRE MGIT.

IV. Resultados

Se analizaron 88 secuencias de aislados de M. tuberculosis, colectadas en distintos centros
de salud del distrito de San Juan de Lurigancho (Lima, Per() durante el periodo 2013-2021.
Estos 88 aislados representan el 4.9% de aislados positivos a tuberculosis registrados entre 5
estudios observacionales, realizados en el distrito de San Juan de Lurigancho en el periodo
2013 a 2021. Asi mismo, representan el 16.6% de aislados positivos a TB colectados en los

5 centros de salud seleccionados.

En cuanto a la representatividad de los aislados analizados, en comparacion a las muestras
colectadas durante los estudios de investigacion seleccionados. Se observa que en los
estudios hubo una mayor presencia de aislados perteneciente a participantes sin historia
previa de TB o nuevos casos de TB (84.4%). Entre los centros de salud seleccionados, el C.S
Huéscar XV albergé la mayor cantidad de nuevos casos de TB; entre los aislados analizados
en el presente estudio, el C.S José Carlos Mariategui, presentd la mayor proporcién de casos
nuevos de TB.

Entre los casos con historia previa de TB, se observo una frecuencia del 15.2% en la
poblacion de los estudios seleccionados, siendo nuevamente el C.S Huéascar XV aquel con
mayor proporcion de estos casos. En nuestro estudio, observamos una mayor proporcion de

aislados con historia previa de tuberculosis (6.3%), en comparacién a los casos nuevos de
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tuberculosis (4.7%), siendo el C.S José Carlos Mariategui el que presenta mayor frecuencia

de casos con historia previa de TB (Flujograma 1).

Poblacion total de estudios
N = 3419

Muestras positivas a Tuberculosis
N =1780 (52.1%)

|

Casos nuevos de TB
N = 1509 (84.8%)

!

Casos con historia de TB

N =271 (15.2%)

v

v v

4

C.S Huascar Il
N = 71 (4.7%)

C.S Huascar XV
N = 141 (9.3%)

C.S Huascar Il
N = 14 (5.2%)

C.S La Libertad
N = 67 (4.4%)

C.S Hudscar XV
N =31 (11.4%)

C.S La Libertad
N =8(2.9%)

C.S Juan Pablo I
N =65 (4.3%)

C.S José Carlos
Mariategui
N = 101 (6.7%)

C.SJuan Pablo Il
N =14 (5.2%)

C.S José Carlos
Mariategui
N =17 (6.3%)

Aislados analizados
N = 71(4.7%)

A 4

Aislados analizados
N=17(6.3%)

A 4

v

v L4 v
C.S Hudscar Il C.S Hudscar XV C.S La Libertad C.S Huéscar Il
N =15 (21.1%) N =12 (8.5%) N =3 (4.4%) N =5 (35.7%)

C.S Hudscar XV
N=>5(16.1%)

C.S La Libertad
N =0 (0%)

C.S Juan Pablo Il
N =14 (21.5%)

C.S José Carlos
Mariategui
N =

27 (26.7%)

C.SJuan Pablo Il
N =2 (14.2%)

C.S José Carlos
Mariategui
N =5 (29.4%)

Flujograma 1. Representatividad de la muestra seleccionada en comparacion a la poblacion

de los estudios analizados y los centros de salud seleccionados. Fuente: Unidad de

Investigacion en Tuberculosis del IMTAVH.
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A pedido de una solicitud realizada a través del portal de transparencia del Ministerio de
salud (MINSA), se recibi6 informacién sobre el nimero de casos de tuberculosis respiratoria
confirmada y no confirmada bacteriologica e histologicamente en centros de salud del distrito
de San Juan de Lurigancho; esta informacion fue entregada por la Oficina de Transparencia
y Anticorrupcion del MINSA. Esta informacion pertenece solamente a los centros de salud
Huéscar XV, Huéscar Il, José Carlos Mariategui, La libertad y Juan Pablo 11, del distrito de
San Juan de Lurigancho, en el periodo 2013 a 2021. Se utiliza esta informacion para conocer
la representatividad de los aislados secuenciados, en comparacion a los casos reportados en

cada centro de salud (Flujograma 2).

Casos de TB por MINSA en 05 C.S
(2013-2021)
N=717

v
v v

C.S Huascar ll
N =134 (18.7%)

C.S Huascar XV
N =182 (25.4%)

C.S La Libertad
N =138 (19.3%)

C.S Juan Pablo Il
N =142 (19.8%)

C.S José Carlos
Mariategui
N =121 (16.9%)

A

Aislados analizados
N =88(12.3%)

v

L 4

v

C.S Hudscar ll
N =20 (14.9%)

C.S Hudscar XV
N =17 (9.3%)

C.S La Libertad
N=3(2.2%)

C.S Juan Pablo Il
N =16 (11.3%)

C.S José Carlos
Mariategui

N = 32 (26.4%)

Flujograma 2. Representatividad de la muestra seleccionada en comparacién al nimero de
casos de TB respiratoria en centros de salud seleccionados (2013-2021). Fuente: Oficina de
Transparencia y Anticorrupcion del MINSA.
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Se observa en la informacion proporcionada por MINSA que en el periodo 2013-2021, el
centro de salud Huéscar XV fue el que presentdé mayor nimero de casos (25.4%) de
tuberculosis respiratoria. Las 88 cepas analizadas representan el 12.3% de casos de
Tuberculosis respiratoria informadas por el MINSA. Al comparar las cepas secuenciadas en
cada centro, contras los casos de TB respiratoria por centro de salud segun informacién del
MINSA, se observa que los aislados secuenciados representan el 26.4% de casos del centro
de salud (Flujograma 2).

La poblacién del presente estudio estuvo en su mayoria compuesta por hombres (69.3%);
ademas, la mediana de edad de la poblacion fue 28 afios (RI1Q 23-44). Se registrd un 2.3% de
casos positivos a VIH, y el 81.8% de participantes presentd baciloscopias positivas. (Tabla
1) El Centro de salud José Carlos Maridtegui presentd la mayor cantidad de aislados
analizados. Por ultimo, la mayor frecuencia de aislados analizados pertenecen al afio 2017, y
no se logrd secuenciar ningun aislado del afio 2019.
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Tabla 1. Caracteristicas de la muestra estudiada (n=88)
Caracteristicas

Sexo, n (%)

Femenino 27 (30.7)
Masculino 61 (69.3)
Edad (afios)+ 28 (23-44)
Estado de VIH, n (%)

Negativo 77 (87.5)
Positivo 2 (2.3)
Sin datos 9(10.2)
Resultado Baciloscopia, n (%0)

Positivo 72 (81.8)
Negativo 16 (18.2)
Centro de Salud, n (%)

José Carlos Mariategui 32 (36.4)
Huéscar Il 20 (22.7)
Huascar XV 17 (19.3)
Juan Pablo 1l 16 (18.2)
La Libertad 3(3.4)
Muestras por afio, (n%)

2013 8(9.1)
2014 5(.7)
2015 20 (22.7)
2016 11 (12.5)
2017 28 (31.8)
2018 4 (4.5)
2019 0 (0.0
2020 4 (4.5)
2021 8(9.1)
+Mediana (RIQ)

tTodos los valores suman 88

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la muestra analizada

Estreptomicina presentdé la mayor frecuencia de monorresistencia (13.6%), seguido de
Isoniacida (2.3%), no se registré monorresistencia a las drogas Rifampicina y etambutol. Mas
del 20% de las cepas presentaron resistencia a las drogas estreptomicina (23/88, 26.1%) e
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isoniacida (20/88; 22.7%) segln su prueba fenotipica de susceptibilidad a drogas de primera

linea, mientras que un 15.9% de las cepas presentaron multidrogo resistencia.

Tabla 2. Resistencia fenotipica a farmacos de primera linea (n=88) +

Monorresistencias, n (%)

Estreptomicina 12 (13.6)
Isoniacida 2(2.3)
Rifampicina 0(0.0)
Etambutol 0(0.0)

Todas las resistencias

DST Estreptomicina, n (%0)

Sensible 65 (73.9)
Resistente 23 (26.1)
DST Isoniacida, n (%0)

Sensible 68 (77.3)
Resistente 20 (22.7)
DST Rifampicina, n (%)

Sensible 72 (81.8)
Resistente 16 (18.2)
DST Etambutol, n(%o)

Sensible 79 (89.8)
Resistente 9(10.2)
Multidrogo resistente, n(%o)

No 74 (84.1)
Si 14 (15.9)

tTodos los valores suman 88

Tabla 2. Resistencia fenotipica a drogas de primera linea estreptomicina, isoniacida,
rifampicina y etambutol, realizado en SIRE BACTEC MGIT, de la muestra analizada.

Los linajes, sublinajes y mutaciones asociadas a resistencia a drogas, fueron obtenidos

utilizando el repositorio web TB-Profiler.
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Tabla 3. Caracteristicas de la muestra estudiada (n=88)
Linajes, n (%)

L4 74 (84.1)
L2 14 (15.9)
Sublinaje, n (%0)

41.2.1 25 (28.4)
433 18 (20.5)
2.2.1 14 (15.9)
432 11 (12.5)
411 4 (4.6)
4342 3(3.4)
4.8 3(3.4)
414 2(2.3)
441 2(2.3)
4411 2(2.3)
4 1(1.1)
4111 1(1.1)
412 1(1.1)
47 1(1.1)
tTodos los valores suman 88

Tabla 3. Linajes y sublinajes de Mycobacterium tuberculosis, obtenidos por TB-Profiler, de la

muestra analizada.

Se analizé la presencia y cantidad de aislados del linaje 2 y linaje 4 a través de los afios

analizados. Se observa una marcada diferencia en la frecuencia de ambos linajes, siendo

linaje 4 el de mayor presencia durante todos los afios (Figura 5).
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Figura 5. Cantidad de aislados segun linaje de MTB por afio

Se identificaron los linajes L4 (Euro-American) y L2 (East Asian), conformados por 14
sublinajes de M. tuberculosis (Tabla 3), siendo las méas predominantes los sublinajes 4.1.2.1
(28.4%), 4.3.3 (20.5%), 2.2.1 (15.9%) y 4.3.2 (12.5%), (Tabla 4).
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Tabla 4. Mutaciones genéticas en aislados secuenciados, segun droga antituberculosa. (N=29)

. Frecuencia Catalogo de mutaciones OMS 2021 y 2023
Mutaciones _ _ _ _
(%) Asociacion a resistencia Efecto de la mutacion
Estreptomicina (N = 18), n (%)
gid_p.Pro84Leu 4 (22.2) Asociado con resistencia - Interim Missense variant
gid_p.Leul08Arg 3(16.7) Significancia incierta Missense variant
gid_c.319dupG 2(11.1) Asociado con resistencia — Interim*
rpsL_p.Lys43Arg 2 (11.1) Asociado a Resistencia Missense variant
rpsL_p.Lys88Thr 2(11.2) Significancia incierta Missense variant
gid_c.115delC 1(5.6) Asociado con resistencia — Interim*
gid_p.GIn125* 1(5.6) Asociado a Resistencia Stop gained
gid_p.Trp45* 1(5.6) Asociado con resistencia - Interim Stop gained
rpsL_p.Lys88Arg 1(5.6) Asociado a Resistencia Missense variant
rs_n.514A>C 1(56) Asociado a Resistencia non_cec))((il:_g;;:?:r?tc e
Isoniacida (N = 21), n (%)
Asociado a Resistencia (Resistencia de alta
katG_p.Ser315Thr 15 (71.4) concentracion) Missense variant
Asociado a Resistencia (También
fabG1l _c.-15C>T 3(14.3) identificado como inhA_c-777) upstream_gene_variant
Asociado a Resistencia — Interim,
resistencia a baja concentracion (También
fabG1_c.-17G>T 1(4.8) identificado como inhA_g-779t) (¥) upstream_gene_variant
katG_p.Asn138Ser 1(4.8) Significancia incierta Missense variant
katG_p.Tyrl55Ser 1(4.8) Significancia incierta Missense variant
Rifampicina (N = 17), n (%)
rpoB_p.Ser450Leu 9 (52.9) Asociado a Resistencia Missense variant
rpoB_p.Asp435Val 6 (35.3) Asociado a Resistencia Missense variant
rpoB_p.Asp435Tyr 1(5.9) Asociado a Resistencia Missense variant
rpoB_p.Ser450Trp 1(5.9) Asociado a Resistencia Missense variant
Etambutol (N = 13), n (%)
embB_p.Tyr319Ser 4 (30.8) Asociado a Resistencia Missense variant
embB_p.Met306lle 3(23.1) Asociado a Resistencia Missense variant
embB_p.Met306Val 3(23.1) Asociado a Resistencia Missense variant
embB_p.Asp354Ala 2 (15.4) Asociado a Resistencia Missense variant
upstream_gene_variant
embA_c.-12C>T 1(7.7) Significancia incierta (¥)

1 En 29 aislados con mutaciones genéticas detectadas

*Solo presente en Catalogo del afio 2021

(¥) Actualizacion en Catalogo afio 2023.

Tabla 4. Mutaciones genéticas asociadas a resistencia a drogas de primera linea.
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Se analizaron 29 cepas de MTB que presentaron resistencia a drogas de primera linea
(Estreptomicina, isoniacida, rifampicina, etambutol). Isoniacida y estreptomicina
presentaron la frecuencia mas elevada de mutaciones asociadas a resistencia. Respecto a
isoniacida, se identificaron 5 tipos de mutaciones, siendo la mutacion katG_Ser _p.315Thr
(KatG S315T) la méas predominante, detectada en 15 (71.4%) aislados. En el caso de
estreptomicina, la mutacion mas frecuente fue gid_p.Pro84Leu (gid P84L), presente en 4
aislados (22.2%). Adicionalmente, para la droga rifampicina, se identificaron 4 tipos de
mutaciones, siendo rpoB_p.Ser450Leu (rpoB S450L) la mas frecuente, hallada en 9 (52.9%)

aislados con resistencia a rifampicina (Tabla 4).

Las mutaciones observadas se cotejaron con los catalogos de mutaciones de la OMS de los
afios 2021 y 2023, titulados “Catalogue of mutations in M. tuberculosis complex and their
association with drug resistance. Second edition” (41,42). En relacion a estreptomicina, se
encontrd que 4 mutaciones estuvieron asociadas con resistencia, cuatro en revision sobre su
relacién con resistencia a estreptomicina (Asociado con resistencia — Interim), 2 con
significancia incierta. Estas dos Gltimas de significancia incierta solo fueron encontradas en
el catadlogo de mutaciones 2021. En el caso de isoniacida, 3 mutaciones son asociadas a
resistencia y 2 presentan significancia incierta. Para etambutol, se identificaron 4 mutaciones
asociadas a resistencia y 1 mutaciones de significancia incierta. Por altimo, todas las

mutaciones encontradas para Rifampicina fueron asociadas con resistencia.
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Figura 6. Arbol filogenético de 88 genomas completos. Se indican los centros de salud de

origen y la prediccion de sus patrones de resistencia a drogas de primera linea.

Se construyd un arbol filogenético tipo maximum likelihood que abarca las 88 cepas
secuenciadas, empleando a M. bovis como punto de referencia para la raiz. Esta especie,
aunque similar, presenta distancias filogenéticas con respecto a M. tuberculosis (43). Los

circulos negros indican la prediccion de resistencia genomica a las drogas de primera linea
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(estreptomicina, isoniacida, rifampicina y etambutol) mencionadas en el area superior del
gréafico. Se observa que el arbol se divide en dos linajes: linaje 2 y linaje 4. Se destaca que la
mayoria de aislados pertenecen al linaje 4, siendo este linaje donde se evidencia la mayor

cantidad de aislados resistentes a drogas.

Tabla 5. Concordancia de DST fenotipico y WGS, Utilizando TB-Profiler

DST Fenotipico Sensible DST Fenotipico Resistente
Droga Sensible por | Resistente por | Sensible por | Resistente por | Kappa Agreement/ | Prob>Z
WGS WGS WGS WGS Concordancia
Estreptomicina | 64 (98.46%) | 1 (1.54 %) 6 (26.09%) | 17 (73.91%) 0.78 92.05% <0.001
Isoniacida | 67 (98.53%) | 1 (1.47 %) 0(0.00%) | 20(100.00%) | 0.97 98.86% <0.001
Rifampicina | 71 (98.61%) 1 (1.39 %) 0(0.00 %) | 16 (100.00 %) 0.96 98.90% <0.001
Etambutol 75 (94.94 %) 4 (5.06 %) 0 (0.00 %) 9 (100.00 %) 0.79 95.45% <0.001

+Todos los valores suman 88

Tabla 5. Concordancia de DST fenotipico y WGSt

Se evalu6 la concordancia de sensibilidad y resistencia fenotipica y genotipica, obtenida a
través de WGS utilizando la prueba estadistica Kappa,; los resultados son observados en la
tabla 5. Se observa una concordancia de susceptibilidad a drogas de 92.05% para
estreptomicina, y superior a 95% para isoniacida, rifampicina y etambutol, al comparar los
resultados de sensibilidad y resistencia obtenidos por la prueba de susceptibilidad fenotipica
BACTEC SIRE MGIT, y la prediccién de resistencia a drogas obtenido por el WGS.

V.  Discusion

El secuenciamiento de genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) ha emergido como
una técnica molecular de gran relevancia, destacandose por su capacidad de prediccion de
resistencias a drogas de primera y segunda linea en M. tuberculosis. Asi mismo, esta
herramienta es utilizado como apoyo para determinar mecanismos de transmision de distintas

enfermedades infecciosas (44).
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Para el presente estudio se utilizo las secuencias obtenidas por WGS de 88 aislados de M.
tuberculosis colectadas en el periodo 2013-2021 que provienen de 5 centros de salud del

Distrito San Juan de Lurigancho en Lima, Peru.

La poblacion del estudio estuvo mayoritariamente compuesta por hombres (69.3%); la
mediana de edad de la poblacion fue 28 afios (R1Q: 23-44 afios). Segun el reporte mundial
de tuberculosis de la OMS de 2018, a nivel global existe una mayor carga de tuberculosis en
hombres, a comparacién de mujeres, con una proporcion que puede variar entre un rango de
2-4 hombres por cada mujer (5). El anélisis de la situacion epidemioldgica de tuberculosis en
Per( del 2015, mostro que durante el 2013 y 2014 , el mayor porcentaje de casos de TB
notificados fueron hombres (63% y 64% respectivamente); presentando 2 casos de TB en
hombres, por cada caso en mujeres (11). La OMS indica que el 90% de casos de TB se
registrar en adultos entre 25-54 afios; en Las Américas la poblacion entre 25-34 afios fue la
que notifico la mayor cantidad de casos de TB (5). En Perd, la poblacién econdmicamente
activa mas joven (15-35 afios) es la més afectada por esta enfermedad. Entre 2013 y 2014, el

promedio de edad de las personas afectadas fue de 35 afos (RI1Q: 21-48 afios) (11).

El analisis del perfil de resistencia fenotipica a drogas de primera linea de estos aislados,
muestra que la mayor proporcion de resistencia es a la droga estreptomicina (26.1%), sequido
de la droga Isoniacida (22.7%). Estos resultados se alinean con los hallazgos obtenidos por
Quispe y colaboradores, quienes identificaron una prevalencia de 17.9% de resistencia a
isoniacida y 21.2% para estreptomicina en personas con tuberculosis con baciloscopia
positiva, en muestra pertenecientes al periodo 2014-2015 en Lima, Peru (45). La presencia
de resistencia a las drogas estreptomicina e Isoniacida no es un fenémeno reciente, Ascencios
y colaboradores reportaron una prevalencia de resistencia primaria (sin historia de TB) de
18.9% para Estreptomicina'y 11.5% a Isoniacida, en aislados recolectados en Per( entre 2005
y 2006. En personas previamente tratadas, la prevalencia de resistencia incrementaba, siendo
29.7% para Estreptomicina y 30.3% para Isoniacida (46). Es importante destacar que la
frecuencia de resistencia en nuestro estudio podria ser ligeramente mas elevados. Esto se

debe a que una fraccion de la poblacion incluida en este proyecto, formaban parte de estudios
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de investigacion en los cuales el criterio de inclusidn era la presencia de tuberculosis drogo

resistente.

También se analiz6 la mono resistencia de las drogas de primera linea, se observd que
estreptomicina mostro la mayor frecuencia de mono resistencia, seguido por isoniacida. Otras
investigaciones realizadas en Peru también observaron que estreptomicina presentaba la
mayor frecuencia de mono resistencia (10.4-11.1%), seguido por isoniacida (2-5.8%) en
nuevos casos de tuberculosis (45,46). Sin embargo, no se encontraron casos de mono
resistencia a rifampicina y etambutol. Otros investigadores encontraron una baja frecuencia
de mono resistencia a rifampicina (0.5%) y de etambutol (0-0.3%) (45-47), en nuestro
estudio podria no haberse encontrado estos casos de mono resistencia al trabajarse con un

bajo numero de aislados.

Se identifico una proporcion de 15.9% de multidrogo resistencia en la poblacion estudiada.
La prevalencia general de multidrogo resistencia en nuestro analisis supera los hallazgos de
otros estudios que informan una prevalencia del 7-8.4% entre casos de tuberculosis con
baciloscopia positiva para SJL (45,48). Este aumento en nuestra investigacion podria
atribuirse a la inclusién de pacientes con antecedentes previos de tuberculosis. A nivel
mundial, la prevalencia de infeccion por cepas multidrogo resistente en nuevos casos de
tuberculosis es de 3.8%, con variaciones en Peru entre 6% al 7.3%. Sin embargo, este valor
se incrementa en casos de tuberculosis previamente tratado, alcanzando una prevalencia de
multidrogo resistencia de 20% a nivel global, y entre 16.2% a 20% en Per0 (45,49,50). Otra
posible explicacion para este aumento en la prevalencia, podria relacionarse con la seleccion
de la poblacion para nuestro estudio, ya que una parte de los participantes incluidos,

pertenecian a estudios donde se buscaba casos de tuberculosis drogo resistente.

En relacion a la diversidad genomica de M. tuberculosis, se ha establecido una asociacion
entre la diversidad gendmica (Linajes y sublinajes) de MTB vy los patrones de resistencia a
drogas que podrian surgir. Por lo tanto, es esencial conocer la distribucién y prevalencia de
los linajes de MTB en el pais (48,51). En este estudio, se identificaron 14 sublinajes de MTB,
siendo la mayoria de ellos, parte del linaje Euro-Americano o linaje 4 (84.1%). Ademas, se
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identificaron cepas pertenecientes al linaje Este asidtico o linaje 2 (15.9%), en menor
proporcion. El linaje 4 es el méas distribuido a nivel mundial y, como consecuencia, afecta a
una mayor proporcién de personas (51). En Sudameérica, la prevalencia del linaje 4 es alta;
un estudio previo realizado por Barletta F. y colaboradores, en el distrito de San Juan de
Lurigancho durante el periodo 2010-2011, encontr6 una prevalencia de 54.9% de cepas de
MTB pertenecientes al linaje 4. En el presente estudio se observa que durante el periodo
2013-2021, el linaje 4 sigue siendo el mas prevalente en la poblacion de SJL (Figura 6). Se
ha vinculado al linaje 4 con una mayor presencia de cavidades pulmonares, y probabilidad
incrementada de falla en el tratamiento antituberculoso (48). El linaje 2 es el segundo linaje
mas comun en Sudamerica. En el estudio de Barletta F. se encontr6 una prevalencia de 16.4%
de este linaje en cepas de MTB. Este linaje ha sido asociado en diversas investigaciones con
una mayor probabilidad de desarrollar resistencia a drogas, asi como a multidrogo resistencia
(52). En el estudio realizado por Acosta y colaboradores, se observo una marcada diferencia
en la presencia de linaje 4 (93%) y linaje 2 (7%) en 60 aislados TB MDR colectados en SJL
durante el periodo 2014-2015 (53). Esta discrepancia en las frecuencias entre linajes también
se refleja en el arbol filogenético (Figura 6), donde se destaca una mayor presencia de

aislados pertenecientes al linaje 4 en comparacion al linaje 2.

Entre los 14 sublinajes identificados, los més frecuentes fueron 4.1.2.1 (28.4%), 4.3.3
(20.5%), 2.2.1 (15.9%) y 4.3.2 (12.5%). Esta diversidad de sublinajes se refleja también en
el arbol filogenético (Figura 6). Baena y colaboradores también documentaron esta amplia
variedad en su estudio, destacando que Per( exhibe la mayor diversidad de sublinajes de
MTB en la region, registrandose 10 diferentes sublinajes. Ademas, sefiala que el sublinaje
4.1.2.1 fue el més prevalente en Suramérica con una frecuencia de 47% (54). En cuanto al
sublinaje 4.3.3, Utpatel y colaboradores, observaron en aislados TB MDR colectados en
Callao, Pert, durante el periodo 2017-2019, que el sublinaje méas predominante fue 4.3.3, con
una frecuencia del 57%. También observaron que los aislados pertenecientes al linaje 4.3.3,
presentaban mutaciones de resistencia concomitante a drogas como pirazinamida, etambutol,
etionamida y quinolonas (55). Este sublinaje es también predominante en Sudamérica,
especialmente en comunidades indigenas de Brasil y Paraguay (54,56). El linaje L2 — Beijing

se origind y expandié desde Asia Este, ha sido asociado con un aumento en la transmision y
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una alta prevalencia de TB MDR (57). Como se menciond anteriormente, este linaje L2 llegd
al Pert entre los afios 1840-1880, con la inmigracion de aproximadamente 100,000
trabajadores chinos, para laborar en latifundios, vias férreas e islas guaneras (58). Como
resultado, Peru exhibe una mayor proporcion de cepas del linaje L2 Beijing en comparacion

a sus paises vecinos, representando el 9% de la poblacién de MTB en el pais (32).

El andlisis de concordancia (Tabla 5) nos muestran que el WGS es una herramienta cuyos
resultados son altamente concordantes con los obtenidos a través de susceptibilidad
fenotipica BACTEC SIRE MGIT. La consistente alta especificidad y sensibilidad del WGS
en comparacion con las pruebas de susceptibilidad fenotipica, ha sido corroborada en
diversos estudios (34,35,59). Por ende, se considera que el WGS podria ser una herramienta

valiosa para orientar a decisiones terapéuticas en casos de tuberculosis resistentes a drogas.

Se analizaron las mutaciones genéticas en aquellos aislados que presentaron resistencia a una
0 mas drogas de primera linea en la prueba de susceptibilidad fenotipica. Para la resistencia
a la droga estreptomicina, se observé una notable diversidad de mutaciones genéticas,
identificandose 5 tipos de mutaciones, siendo la mutacién Pro84Leu en el gen gidB la mas
prevalente. Segun el catdlogo de mutaciones de la Organizacién mundial de la salud (OMS),
esta mutacion se encuentra en interim sobre su asociacién a resistencia (41,42). Spies y
colaboradores, indicaron en su estudio que la mutacion P84L en el gen gidB (substitucion
CCG—CTGQG), estaba relacionada a resistencia de bajo nivel (baja concentracion) en

estreptomicina (60).

En cuanto a la droga Isoniacida, se identificaron cinco tipos de mutaciones, siendo la
mutacion katG_Ser p.315Thr (KatG S315T) la mas predominante. Desde principio de los
afios 2000, se conoce la alta prevalencia de la mutacion S315T en el gen KatG. Mokrousov
y colaboradores encontraron una prevalencia de 93.6% de la mutacion KatG S315T en
aislados de MTB en pacientes rusos, con y sin historial previo de tuberculosis (61). No
obstante, la prevalencia de esta mutacion en cepas resistente a isoniacida puede variar
geograficamente (62). Mokrousov et al. encontraron en su estudio un 100% de concordancia

entre la presencia de esta mutacion y la resistencia fenotipica a isoniacida. Esta mutacion se
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ha convertido en un marcado clave en pruebas moleculares como Genotype MTBDRplus.
Los mismos investigadores encontraron que esta mutacion se encontraba mas frecuentemente

en cepas del linaje Beijing (61).

Para la droga Rifampicina, se identificacion cuatro tipos de mutaciones, siendo
rpoB_p.Ser450Leu la més frecuente. Estas mutaciones son de importancia para la deteccion
de resistencia a rifampicina en muestras de esputo y, por lo tanto, se encuentran incluidas en
el catdlogo de mutaciones detectadas por sistemas Point of Care, 0 en el lugar de asistencia,
como el sistema GeneXpert MTB/RIF Ultra (63).

Para la droga Etambutol, se identificaron cinco tipos de mutaciones, siendo Tyr319Ser la méas
frecuente. Esta mutacidn ha sido documentada en varios estudios de WGS en cepas de MTB.
En el estudio de Panovay col. Identificaron la mutacion Tyr319Ser solo en participantes que

eran negativos a VIH (64).

En este estudio no se analizo la resistencia fenotipica y genotipica de la droga de primera
linea pirazinamida, principalmente debido a que los estudios utilizados para el anélisis no
evaluaron el uso de pirazinamida en las muestras colectadas. En el arbol filogenético (Figura
6), se puede observar que el software TB-Profiler también predijo la susceptibilidad
gendmica a la droga pirazinamida, obteniéndose 12 cepas con resistencia a dicha droga, esto
representaria un 13.6% de frecuencia de resistencia a pirazinamida. En el estudio de Calderdon
y colaboradores, realiza en los afios 2009 a 2010 en Lima- Perd, registraron 6.6% de
resistencia basal a pirazinamida, incrementandose a 47.7% de resistencia en casos multidrogo
resistente. Asi mismo, se asocio el linaje LAM a una mayor presencia de resistencia a
pirazinamida (65). En el arbol filogenético del presente estudio también se observa que la

mayor cantidad de aislados con resistencia a pirazinamida se albergan en el linaje 4.

En resumen, en el distrito de SJL, el linaje L4 es el méas predominante, exhibiendo una mayor
diversidad de sublinajes a lo largo del periodo 2013-2021. Se observé que las mutaciones
genéticas mayoritariamente implican cambios en aminoacidos, y que la mayoria de

mutaciones registradas estan directamente relacionadas con resistencia a farmacos
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antituberculosos. Estos resultados nos indican la importancia de monitorear continuamente

el perfil genético de las cepas de MTB circulantes, tanto a nivel distrital como nacional,

proporcionando informacion crucial para la implementacion de estrategias de salud publica

para la prevencion, control y tratamiento de la tuberculosis en el pais.

VI.

VII.

Conclusiones

Se evidencié una mayor resistencia fenotipica en las drogas estreptomicina e
isoniacida, con 15% de la poblacidn presentando tuberculosis multidrogo resistente.
El linaje 4 (L4) predomind en las muestras analizadas a lo largo de todos los afios de
estudio, destacandose por su una mayor diversidad de sublinajes, siendo el sublinaje
4.1.2.1 el més prevalente.

La mayoria de mutaciones genéticas observadas estan vinculadas a resistencias,
siendo los cambios en aminoacidos la causa mas frecuente.

Se registr6 un elevado porcentaje de concordancia entre los resultados de
susceptibilidad fenotipica a drogas y la prediccién de susceptibilidad a drogas por

secuenciamiento de genoma completo.

Limitaciones

Entre las limitaciones de este estudio se puede indicar que no se cuenta con la coleccion

completa de aislados secuenciados para el periodo 2013-2021 en los distintos centros de

salud:

C.S Huéscar I1, no cuenta con secuencias para el afio 2018.

C.S Huascas XV, no cuenta con secuencias para los afios 2020 y 2021.

C.S Jose Carlos Mariategui, no cuenta con secuencias para el afio 2013 y 2018.
C.S Juan Pablo 11, dispone Unicamente aislados de M. tuberculosis desde el afio 2013
al afio 2017.

C.S La Libertad cuenta solamente con 03 aislados, para los afios 2017 y 2018.
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Por ultimo, no se analizaron muestras del afio 2019 debido a temas presupuestales.

La carencia de secuencias en ciertos periodos de tiempo, genera que no pueda realizarse un
analisis completo del periodo 2013-2021 para todos los centros de salud. Esto podria generar
sesgos al reportar la diversidad de linajes de M. tuberculosis y genes que confieran resistencia
a drogas en las cepas utilizadas. Sin embargo, los centros de salud Huéscar 11, Huascar XV,
José Carlos Mariategui y Juan Pablo 11, se encuentran cercanos geograficamente, por lo que
podrian presentar una diversidad genética de M. Tuberculosis similar.

Asi mismo, el set de aislados a analizar es representativo del set completo, pero puede existir

sesgos de seleccion.
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